Establishment of in vitro biofilm model and characteristics of biofilm formation of Vibrio harveyi by 李海平 et al.
 
热带海洋学报 JOURNAL OF TROPICAL OCEANOGRAPHY  2011 年 第 30 卷 第 3 期: 99−104 
http://jto.scsio.ac.cn; http://www.jto.ac.cn 
 
                            
收稿日期: 2010-06-29; 修订日期: 2011-03-28。蔡卓平编辑 
基金项目: 国家高技术研究发展计划项目(2007AA09Z115) 
作者简介: 李海平(1985—), 男, 福建省厦门市人, 硕士研究生, 主要从事水产微生物研究。 
通信作者: 覃映雪。E-mail: yxqin@jmu.edu.cn 
海洋生物学 
哈维氏弧菌生物被膜体外模型的建立及成膜特性研究 
李海平 1, 鄢庆枇 1, 徐晓津 1, 苏永全 2, 覃映雪 1 
1．集美大学水产学院, 福建省高校水产科技与食品安全重点实验室, 福建 厦门 361021; 2. 厦门大学海洋与环境学院, 福建 
厦门 361005 
摘要: 采用改良微孔板法建立哈维氏弧菌 Vibrio harveyi TS-628 菌株生物被膜体外模型, 并进一步研究环境因子
对哈维氏弧菌体外形成生物被膜的影响。结果发现, 哈维氏弧菌 TS-628 菌株可以在聚苯乙烯板中形成生物被膜, 
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Abstract: Modified microtiter-plate test was used to establish an in vitro biofilm model of Vibrio harveyi TS-628 strain. Effect 
of environmental factors on bacterial biofilm formation in vitro was also studied. The results show that V. harveyi TS-628 
strains could form biofilm in polystyrene plates, and biofilm formation of this bacterium was significantly affected by different 
environmental factors, such as temperature, initial bacterial concentration, pH, NaCl concentration, and so on. The optimum 
conditions for biofilm formation of V. harveyi TS-628 strain are at temperature of 30℃, pH=7, NaCl concentration of      
3%−6%, and using 36h incubation time. Furthermore, V. harveyi TS-628 strain could form biofilm on the walls coated with 
skin mucus, gill mucus, intestinal mucus, liver extract, spleen extract, and muscle extract. The biofilm formation of V. harveyi 
on the walls coated with liver extract exhibited a remarkably higher value of D(590)(p<0.01)than that on the walls coated with 
other tissue extracts. 




































1  材料和方法 
1.1  菌株及培养条件       
哈维氏弧菌 TS-628 菌株为从患病青石斑鱼病
灶分离的病原菌 [10], 保存于本实验室的−80℃超低
温冰箱。哈维氏弧菌接种于质量分数为 2%的 NaCl 
胰蛋白胨大豆培养液 (TSB), 30℃培养 10h, 
4000r·min−1 离心 10min 收集菌体, 用质量分数为
0.85%的无菌生理盐水清洗 2 次, 然后用无菌生理
盐水将菌浓度调整到 108cfu·mL−1左右待用。 
1.2  生物被膜的形成及测定 
细菌生物被膜的形成与定量测定参考 Pratt等[11]
的方法并进行适当改进, 具体步骤如下。在无菌 96
孔聚苯乙烯板中每孔加入 TSB 培养液 150µL, 再加
入菌悬液 50µL。将孔板放置于湿盒, 30℃孵育 16h, 
实验过程中每组做 6 个平行孔, 以无菌培养基孔作
为空白对照。缓慢吸出孔内菌悬液, 生理盐水洗孔 3
次去除游离细菌, 将聚苯乙烯孔板于 60℃干燥固定
30min。每孔加入质量分数为 0.1%的结晶紫 200µL, 
放置 10min 后吸出染液, 生理盐水洗孔 3 次去除染
液, 干燥。每孔加入体积分数为 33%的乙酸 200µL, 
充分溶解结晶紫后, 利用酶标仪测定 590nm 波长的
光密度 D(590)。 
1.3  不同培养时间对哈维氏弧菌成膜的影响       
孵育时间分别设为 0、2、4、6、8、10、12、
16、20、24、36、48 和 60h, 其余步骤按上述的改
进方法进行。 
1.4  不同菌浓度对哈维氏弧菌成膜的影响 




1.5  不同温度对哈维氏弧菌成膜的影响       
将孵育温度分别设定为 4、10、15、20、25、
30、35和 40℃, 将湿盒分别置于上述不同温度下预
温 30min, 其余步骤按上述的改进方法进行。 
1.6  初始 pH对哈维氏弧菌成膜的影响       
配制 pH分别为 5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、
8.5、9.0 的 TSB 培养基, 然后再以这些培养基制备
相应的菌悬液加入 96孔板中进行成膜培养, 其余步
骤按上述的改进方法进行。 
1.7  不同 NaCl浓度对哈维氏弧菌成膜的影响       
分别配制含不同 NaCl 浓度的 TSB, 使得加




1.8  不同生物基质对哈维氏弧菌成膜的影响 
1.8.1  黏液与组织提取液的制备       
参考 Chen 等 [12]制备大黄鱼 Pseudosciaena 
crocea 表皮黏液、腮黏液与肠黏液的方法制备青石
斑鱼的表皮黏液、腮黏液与肠黏液。剪取青石斑鱼
肌肉、脾脏和肝脏组织块, 剪碎后放入无菌 PBS 中
匀浆(pH 为 7.2)。将粗制的黏液和组织匀浆液分别
于 4℃、14593r·min−1离心 2次, 每次 30min, 取上清




体外成膜实验       
将上述制备的青石斑鱼的黏液和组织提取液以
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1.9  数据处理       
结果以平均数与标准差表示, 用 Excel 和 SPSS
等软件进行数据统计学分析。 
2  结果与分析 








图 1  孵育时间对哈维氏弧菌成膜的影响 
Fig. 1  Influence of incubation time on biofilm formation 
of V. harveyi 
 
2.2  初始菌浓度对哈维氏弧菌成膜情况的影响 
当初始菌浓度在 2.0×102—2.0×107cfu·mL−1时, 
哈维氏弧菌形成的生物被膜量较低且各组数据间没
有显著差异。当初始菌浓度达到 2.0×108 和 2.0×




图 2  初始菌浓度对哈维氏弧菌成膜的影响 
Fig. 2  Influence of bacterial original concentration on 
biofilm formation of V. harveyi 
 
2.3  培养温度对哈维氏弧菌成膜的影响 
温度对哈维氏弧菌成膜作用的影响结果见图 3。
温度在 4—15℃时, 生物被膜量维持在一个很低的
水平, 几乎不生成生物被膜; 温度达到 20℃时细菌
生物被膜开始形成; 30℃时生物被膜的量达到峰值
并与其他温度下形成的生物被膜的量均存在极显著
性差异(p<0.01); 当温度升高至 35℃时, 生物被膜
形成受到抑制, 随着温度进一步升高至 40℃时, 生
物被膜的量急剧下降。 
 
图 3  培养温度对哈维氏弧菌成膜的影响 
Fig. 3  Influence of incubation temperature on biofilm 
formation of V. harveyi 
 
2.4  初始 pH对哈维氏弧菌成膜的影响 
pH对哈维氏弧菌成膜作用的影响结果见图 4。
在 pH 为 6—7.5 时, 生物被膜形成明显; 在 pH 为 7
时形成的生物被膜量达到最大, 并与其他 pH 下形
成的生物被膜的量有极显著差异(p<0.01)。而在 pH
大于 8 或小于 6 时形成的生物被膜受到抑制, 且碱
性条件对生物被膜形成的影响更为显著。 
 
图 4  初始 pH对哈维氏弧菌成膜的影响 
Fig. 4  Influence of original pH on biofilm formation of 
V.harveyi 
 
2.5  不同 NaCl浓度对哈维氏弧菌成膜的影响 
NaCl 浓度对哈维氏弧菌成膜作用的影响结果
见图 5。NaCl 浓度在 1%—5%时哈维氏弧菌的成膜
量逐步增加, 且 NaCl 浓度在 5%时成膜量最大, 极
显著地高于其他 NaCl 浓度下形成的生物被膜量
(p<0.01)。NaCl浓度大于 5%时的成膜量呈下降的趋
势, NaCl浓度在 0和 8%时哈维氏弧菌几乎不能形成
生物被膜。 
2.6  哈维氏弧菌在不同基质上的成膜情况 
哈维氏弧菌在分别经表皮黏液、鳃黏液、肠道








图 5  不同浓度 NaCl对哈维氏弧菌成膜的影响 
Fig. 5  Influence of NaCl concentration on biofilm forma-
tion of V. harveyi 
 
图 6  哈维氏弧菌在不同基质上的成膜情况 
Fig. 6  Results of biofilm formation of V. harveyi on dif-
ferent matrix 
 





































膜, 鄢庆枇等[21]的实验结果也发现当 NaCl 浓度为
0的时候 V. alginolyticus 基本没有黏附。黏附是细
菌成膜的第一步, 无法黏附于基质上, 细菌也就难




pH为 5.5—7时的成膜量逐渐增加, pH为 7时的成
膜量最大 , 弱酸性至中性条件下的成膜量明显大
于碱性条件下的成膜量。Balebona等[22]研究表明鳗
弧菌 Vibrio anguillarum 对表皮黏液的黏附作用在
酸性环境时要比中性环境时强。pH 为弱酸性到中
性时溶藻弧菌对前、后肠黏液的黏附作用较强, 在
pH 为 6 时最强, 而在偏碱性环境下黏附作用明显
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